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Primerjava strategij za oceno učinkovitosti sgRNA na primeru TLR10 
Povzetek: Pomemben del uspešne uporabe metode CRISPR/Cas9 predstavlja 
izbira ustrezne sgRNA, ki se veže na tarčno zaporedje DNA. Za optimalno 
uporabo tehnologije CRISPR/Cas9 mora biti sgRNA učinkovita in specifična. Na 
voljo je več spletnih orodij, ki predlagajo zaporedja sgRNA, a njihovo dejansko 
učinkovitost je potrebno preveriti v praksi. Obstaja več metod za validacijo 
sgRNA, ki temeljijo na različnih principih. V diplomski nalogi smo z različnimi 
metodami in-vitro validacije preverili učinkovitost štirih sgRNA, ki imajo tarčna 
mesta v TLR10. Izbrane sgRNA smo nato uporabili za poskus aktivacije 
transkripcije TLR10 z metodo CRISPRa. V ta namen smo celice A549 transficirali 
z dCas9 s pripojenimi aktivatorji transkripcije in različnimi sgRNA. Izražanje 
TLR10 smo uspeli povečati. Možnost regulacije transkripcije s tehnologijo 
CRISPR predstavlja dobro izhodišče za nadaljnje raziskave vloge tega proteina, 
ki je najslabše opisan receptor iz družine TLR in še nima definiranega liganda. 
Ključne besede: TLR10, CRISPR/Cas, sgRNA. 
Comparison of strategies for sgRNA efficiency evaluation on a TLR10 
example 
Abstract: The important part of using CRISPR/Cas9 method is the selection of 
adequate sgRNA that binds target region on DNA. Optimal performance of 
CRISPR/Cas9 technology can be accomplished only with use of highly efficient 
and specific sgRNA. Numerous web tools that propose possible sgRNA 
sequences are available. However, the sgRNA efficieny should be evaluated 
experimentally. Several assays for sgRNA validation based on different 
approaches are available. This thesis decribes validation of four sgRNA targeting 
TLR10 gene with different in-vitro validation methods. After validation the 
sgRNAs were succesfully used for activation of TLR10 transcription using 
CRISPRa. A549 cells were transfected with transcription activators-fused dCas9 
and different sgRNAs. Transcription regulation with CRISPR technology offers 
solid basis for further research on TLR10, which is the least known receptor of 
the TLR family with no known ligand. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
CRISPR gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih zaporedij 




Test aktivnosti CRISPR v somatskem tkivu (ang. CRISPR 
Somatic Tissue Activity Test) 
CT pražni cikel (ang. treshold cycle) 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
FBS fetusni serum goveda (ang. Fetal Bovine Serum) 
GAPDH gliceraldehid-3-fosfatdehidrogenaza 
GFP zeleni fluorescenčni protein (ang. green fluorescent protein) 
HDR popravljanje, usmerjeno s homologno rekombinacijo (ang. 
homology directed repair) 
ICE Sklepanje o mutacijah, povzročenih s tehniko CRISPR (ang. 
Inference of CRISPR Edits) 
IDAA Iskanje mutacij z analizo amplikonov (ang. Indel Detection by 
Amplicon Analysis) 
NGS sekvenciranje nove generacije (ang. next generation 
sequencing) 
NHEJ nehomologno povezovanje koncev (ang. non-homologous 
end joining) 
PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza (ang. polyacrylamide gel 
electrophoresis) 
PAM motiv ob protovmesniku (ang. protospacer adjacent motif) 
PBS Dulbeccov fosfatni pufer z NaCl (ang. Dulbecco Phosphate 
Buffered Saline) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase Chain 
Reaction) 
RNA  ribonukleinska kislina 
RNP ribonukleoprotein 
sgRNA vodilna RNA  (ang. single guide RNA) 
SNP polimorfizem posameznega nukleotida (ang. single-
nucleotide polymorphism) 
T7E1 endonukleaza 1 iz bakteriofaga T7 
TIDE Iskanje mutacij z razgradnjo (ang. Tracking of Indels with 
Decomposition) 








1 Pregled literature 
1.1 Sistem CRISPR/Cas9 in sgRNA 
Gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromskih ponovitev (ang. Clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats; CRISPR) najdemo pri okoli 50 % 
bakterij in 90 % arhej. Skupaj z endonukleazami Cas (ang. CRISPR associated 
protein) predstavljajo »imunski sistem« bakterij in arhej - zaščito pred bakteriofagi 
in drugo tujo DNA [1–3]. CRISPR/Cas se delijo v tri sisteme in številne 
podskupine, od katerih je sistem II najenostavnejši [4, 5]. Endonukleaza Cas9 
uvede topi dvojni prelom DNA ob pomoči dveh molekul RNA. CRISPR RNA 
(crRNA) prepozna tarčno zaporedje na DNA, ki ji je komplementarno, trans-
aktivacijska RNA (tracrRNA) pa je pomembna za zorenje crRNA iz prekurzorske 
pre-crRNA in povezovanje s Cas9 [6]. Ta sistem se je od prve uspešne uporabe 
za spreminjanje genoma evkariontskih celic leta 2013 hitro uveljavil kot učinkovita 
metoda za urejanje genoma, pri čemer se v biotehnologiji uporablja sintetično 
pripravljena vodilna RNA (sgRNA; ang. single guide RNA), ki je hibrid crRNA in 
tracrRNA [4–6]. Princip sistema CRISPR/Cas9 je prikazan na sliki 1. Pet črtica 
(5') konec sgRNA se imenuje vmesniško zaporedje (ang. spacer sequence) in 
predstavlja približno dvajset nukleotidov, ki so komplementarni odseku tarčne 
DNA [7, 8]. Drugi del sgRNA (3' konec) je 80 nukleotidov dolgo ogrodje, na 
katerega se veže Cas9 [8–10]. Pogoj za izbiro tarčnih zaporedij DNA je prisotnost 
zaporedja PAM (ang. protospacer adjacent motif), ki mora slediti tarčnemu 
zaporedju. Za Cas9 je zaporedje PAM 5'-NGG-3', pri čemer N predstavlja 
katerikoli nukleotid. Zaporedje PAM je ključno, ker se na to mesto veže Cas9 in 
se začne prileganje sgRNA tarčnemu zaporedju ter od ATP odvisno ločevanje 
verig DNA. Cas9 uvede dvojni prelom tri nukleotide navzgor (ang. upstream) od 
zaporedja PAM [11]. Poškodba na DNA, ki jo uvede Cas9, v celici sproži 
popravljalne mehanizme. Najpogostejša mehanizma sta nehomologno 
povezovanje koncev  (NHEJ, ang. non-homologous end joining) ali homologna 
rekombinacija (HDR, ang. homology directed repair). Slednja lahko poteče le ob 
prisotnosti homologne matrične DNA, pri čemer je popravljanje zelo natančno. 
Ta način popravljalnega mehanizma se lahko uporabi tudi za vnašanje daljših 
zaporedij DNA, če v celico poleg Cas9 in sgRNA vnesemo ustrezno matrico. 
Pogosteje se DNA popravi z mehanizmom NHEJ, ki je manj predvidljiv, velikokrat 
se namreč zgodi, da se nekaj nukleotidov okoli mesta dvojnega preloma izgubi 
ali pa se jih nekaj na novo vstavi. Zaradi tega lahko pride do zamika bralnega 
okvirja ali prenaglega stop kodona [4, 9]. Poleg endonukleazne funkcije so Cas9 
modificirali tako, da lahko služi kot nikaza (cepi le eno verigo DNA), ali ga povsem 
inaktivirali (dCas9). Slednji ne more več cepiti DNA, lahko pa nanj pripnemo npr. 
aktivatorje ali represorje transkripcije, kar prikazuje slika 1. S kompleksom nato 
delujemo na regulatorne regije, s čimer se omogoči aktivacijo (CRISPRa) ali 
utišanje izražanja genov (CRISPRi). Slednje lahko v nekaterih primerih 
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dosežemo tudi zgolj z vezavo dCas9, ki že sam po sebi predstavlja sterično oviro 
za RNA polimerazo. Z vezavo katalitične domene DNA metiltransferaze ali 
encimov, ki modificirajo histone, lahko z dCas9 vplivamo tudi na epigenetske 
modifikacije [12].  
 
Slika 1: Sistem CRISPR/Cas9. 5' konec vodilne RNA (svetlo modra barva)  prepozna tarčno zaporedje na 
DNA (roza barva), s čimer nakaže encimu Cas9 (rdeča barva), kjer mora rezati DNA. Cas9 je na vodilno 
RNA vezan preko njenega 3' konca (siva barva). Pri klasični CRISPR/Cas9 metodi Cas9 deluje kot 
endonukleaza, ki uvede topi dvojni prelom na DNA. V celic tak prelom nato rešijo popravljalni mehanizmi, 
pri čemer pa se lahko nekaj nukleotidov ob prelomu izbriše, ali pa se jih nekaj doda. Tako lahko učinkovito 
uvajamo mutacije na specifična mesta DNA. Pri modifikacijah CRISPRa in CRISPRi pa uporabimo 
inaktiviran Cas9, ki nima več endonukleazne aktivnosti, še vedno pa je vezan na vodilno RNA, skupaj z 
aktivatorji (CRISPRa) ali represorji (CRISPRi) transkripcije (temno modra barva). S tem lahko reguliramo 
izražanje želenega gena. 
1.2  Oblikovanje sgRNA 
Na voljo je več prosto dostopnih spletnih orodij za izbiro možnih sgRNA za 
določen gen, ki z algoritmi tudi ovrednotijo, kako specifična in učinkovita bo 
predlagana sgRNA [12, 13]. Različna spletna orodja temeljijo na različnih 
predikcijskih modelih, ki so se skozi leta dopolnjevala in vpeljevala nova 
spoznanja, da bi bilo delovanje predlaganih sgRNA optimalno [13].  
Pri vrednotenju sgRNA sta ključna dva parametra, učinkovitost delovanja in 
specifičnost. Učinkovitost delovanja pove, pri kakšnem odstotku DNA se pojavi 
mutacija ali spremenjeno izražanje gena, na kar vpliva več dejavnikov [14, 15]. 
Na učinkovitost sgRNA na primer vplivata zgradba in dosegljivost kromatina okoli 
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tarčnega zaporedja [15]. Dosegljivost kromatina opredeljuje, kako dobro lahko 
DNA-vezavne molekule dostopajo do DNA [16]. Prav tako sta pri klasičnem 
CRISPR/Cas9 pomembna sestava in pozicija določenih nukleotidov, medtem ko 
pri CRISPRa učinkovitost sgRNA ni tako odvisna od tega [17]. V raziskavah so 
opazili, da Cas9 najbolje deluje, če je 20. nukleotid sgRNA gvanin, najslabše pa, 
če je na tej poziciji citozin, poleg tega so sgRNA z višjo vsebnostjo gvanina bolj 
stabilne in tvorijo močnejše vezi s tarčnim zaporedjem [10, 15].  
Specifičnost sgRNA je povezana s prepoznavanjem izven-tarčnih zaporedij na 
DNA, kar lahko povzroči, da Cas9 deluje na delih genoma, kjer to ni predvideno 
[14].  Prepoznavanje izven-tarčnih mest sgRNA je za uporabo CRISPR/Cas9 
velika ovira, medtem ko za bakterije to predstavlja način prilagajanja proti 
virusom. Ker pri virusih velikokrat pride do mutacij, se lahko tarčno mesto 
spremeni za nekaj nukleotidov in sgRNA, ki ne tolerira neujemanj, virusa ne bi 
prepoznala [8]. V različnih raziskavah so pokazali, da je CRISPR/Cas9 lahko zelo 
specifičen, v drugih pa so zaznali več izven-tarčnega delovanja. Za prepoznavo 
tarčnega zaporedja na DNA je ključnih predvsem zadnjih 10-12 nukleotidov na 
sgRNA (ang. seed), ki so komplementarni tarčnemu zaporedju tik ob mestu PAM. 
Ostali nukleotidi so za prileganje v nekaterih primerih manj pomembni, kar je 
odvisno tudi od posameznega zaporedja. sgRNA lahko prepozna izven-tarčna 
zaporedja, ki imajo lahko tudi do 5 neujemanj [18, 19]. Za dCas9 so pokazali, da 
je število ključnih nukleotidov na sgRNA lahko še nižje, in sicer pet nukleotidov, 
ki prepoznavajo nukleotide tik ob mestu PAM [19]. Zaradi tega ima sistem 
CRISPRa lahko veliko več izven-tarčnih mest za vezavo, neujemanja se namreč 
tolerirajo tudi do 10 nukleotidov [18]. Po drugi strani Gilbert et. al in Qi et al. 
opisujejo, da je bilo pri CRISPRi zelo malo izven-tarčnega delovanja, kar 
pripisujejo temu, da je sistem izredno občutljiv za neujemanja med nukleotidi, ter 
da vezava izven promotorske v večji meri tako ne vpliva na regulacijo 
prepisovanja genov [20, 21]. Delovanje Cas9 in dCas9 na izven-tarčnih mestih je 
načeloma manj učinkovito kot na mestih popolnega ujemanja, a vseeno 
predstavlja velik problem za uporabo sistema CRISPR/Cas9 v genetskih 
raziskavah in je odvisno od posamezne sgRNA [8, 18]. 
1.3 Metode validacije sgRNA 
Za ugotavljanje učinkovitosti posamezne sgRNA je na voljo več metod,  s katerimi 
lahko ovrednotimo, ali je izbrana sgRNA povzročila modifikacije DNA na tarčnem 
mestu [22]. Idealna tehnika za detekcijo mutacij DNA po delovanju Cas9 bi bila 
hitra, specifična, dovolj občutljiva za razlikovanje posameznih vrst insercij in 
delecij, brez potrebe po uporabi nevarnih reagentov in (pre)drage opreme. Z njo 
bi natančno določili, na katerem mestu v zaporedju se je pojavila mutacija, za 
kakšno mutacijo gre, ter pri kakšnem odstotku DNA se je pojavila [23]. V 
nadaljevanju so opisane metode razdeljene na štiri sklope glede na princip 
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ugotavljanja učinkovitosti sgRNA: tvorba heterodupleksov med mutirano in 
kontrolno DNA, reakcija PCR s tremi začetnimi oligonukleotidi, sekvenciranje 
zaporedij DNA ter še nekatere druge. 
1.3.1 Metode validacije sgRNA s tvorbo heterodupleksov 
Po delovanju CRISPR/Cas9 iz celic izoliramo DNA ter tarčno regijo pomnožimo 
z reakcijo PCR. S segrevanjem dosežemo denaturacijo DNA (produkta PCR), 
nato se pri postopnem ohlajanju ločene verige DNA povezujejo v naključne 
kombinacije [22]. Princip metod prikazuje slika 2. Pri denaturaciji se lahko med 
seboj povežeta verigi nerezane DNA (homodupleksa), dve mutirani verigi 
(vsebujeta insercije ali delecije), ki sta lahko homo ali heterodupleksa, ali 
mutirana in nerezana veriga, ki tvorita heterodupleks [24]. Heterodupleks se tvori 
med verigama, ki se v nukleotidnem zaporedju ne ujemata povsem. Del verig je  
komplementaren, vmes pa se zaradi različnih insercij in delecij, ki so posledica 
delovanja popravljalnih mehanizmov, verigi razlikujeta. Nastale heteroduplekse 
se lahko identificira na dva načina: z encimskimi metodami ali na osnovi 
mobilnosti. Metode so relativno enostavne in hitre, a ne omogočajo natančne 
kvantifikacije in ne podajo informacij o strukturi mutacij. [25]. 
 
Slika 2: Tvorba heterodupleksov. Z oranžno so označeni potencialni heterodupleksi, ki se jih lahko 
analizira z resolvazama T7E1 ali SURVEYOR ali s testom mobilnosti.  
 
Specifične endonukleaze delujejo kot resolvaze, prepoznajo neujemanje med 
vijačnicama DNA in na takšnih mestih cepijo verigo DNA, fragmente pa nato 
analiziramo z agarozno gelsko elektroforezo. Neujemanje v enem ali več 
nukleotidih povzroči konformacijske spremembe fragmentov DNA, na primer 
tvorbo dodatnih zank, ki štrlijo izven strukture [22]. Najpogosteje uporabljeni 
resolvazi sta T7E1 in SURVEYOR [25]. Endonukleaza 1 iz bakteriofaga T7 
(T7E1), ki primarno okužuje E. coli, cepi nepravilno spojene verige DNA in s tem 
omogoča maturacijo virusne kapside [23]. Reže na 5' koncu prvega, drugega ali 
tretjega nukleotida za neujemanjem [25]. SURVEYOR je komercialno ime 
nukleaze iz družine CEL, naravno prisotne v navadni zeleni (Apium graveolens), 
ki specifično cepi 3' konec obeh verig DNA tik ob neujemajočem zaporedju [24, 
26]. T7E1 je bolj učinkovita pri zaznavanju večjih insercij ali delecij, kot pri manjših 
mutacijah, kakršna je neujemanje v enem samem nukleotidu [23–25]. 
SURVEYOR pa bolje prepoznava neujemanja v enem samem nukleotidu [24]. V 
primerjavi z drugimi metodami je občutljivost testov T7E1 in SURVEYOR nekoliko 
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nižja, sploh če v vzorcu močno prevladujeta 1 ali 2 vrsti mutacij [27]. V tem 
primeru se namreč med procesom denaturacije tvori več homodupleksov med 
verigami z enako vrsto mutacije, ki jih endonukleazi ne zaznata [24, 27].  
Heteroduplekse se lahko analizira tudi na osnovi mobilnost s poliakrilamidneo 
gelsko elektroforezo (PAGE) [25]. Hitrost potovanja heterodupleksov se zaradi 
spremembe konformacije DNA zmanjša. Večje kot je neujemanje med verigama, 
počasneje potujeta skozi poliakrilamidni gel (agarozna gelska elektroforeza ni 
dovolj občutljiva, da bi se te razlike opazile). Pri verigah, ki se povežeta brez 
vmesnih vrzeli ene od verig mora biti neujemanje neujemajočih delov zaporedja 
večje od 1-2 % celotne dolžine zaporedja, medtem ko vrzel 1-3 nukleotidov, ki 
štrlijo izven strukture veliko bolj upočasni potovanje heterodupleksa, tako da se 
lahko zazna tudi neujemanje pod 1-2% [28]. 
1.3.2 Metode validacije sgRNA z uporabo PCR s tremi začetnimi 
oligonukleotidi  
Test IDAA ali iskanje mutacij z analizo amplikonov (ang. Indel Detection by 
Amplicon Analysis) temelji na fluorescenčno označenih produktih PCR 
(amplikonih).  Na mutirani DNA se izvede reakcija PCR s tremi začetnimi 
oligonukleotidi (slika 3). Poleg smernega in protismernega začetnega 
oligonukleotida, ki objemata tarčno zaporedje, je v reakciji PCR  prisoten še  
fluorescentno označen univerzalni oligonukleotid FAM, ki je komplementaren 
smernemu ali protismernemu začetnemu oligonukleotidu [29]. Na 5' konec ima 
vezan fluorofor 6-karboksifluorescin (6-FAM), ki ima absorbcijski maksimum pri 
492 nm in emisijski maksimum pri 517 nm [30]. Po reakciji se produkte PCR 
analizira s kapilarno elektroforezo [29]. Odvisno od delovanja popravljalnih 
mehanizmov v posamezni celici bodo amplikoni daljši, če je prišlo do insercij, ali 
krajši, če je prišlo do delecij. Dolžina posameznega amplikona pa vpliva na hitrost 





Slika 3: Potek reakcije PCR s tremi začetnimi oligonukleotidi. Smerni oligonukleotid  ima na 
5' koncu podaljšek  nukleotidov  5' AGCTGACCGGCAGCAAAATTG 3' (z rdečo obrobljem del 
smernega začetnega oligonukleotida). To zaporedje je enako zaporedju tretjega začetnega 
oligonukleotida (FAM), ki ima na 5' konec vezan 6-FAM (rumena). DNA se v prvem ciklu (1) 
podvoji, kakor nakazujeta smerni in protismerni začetni oligonukleotid. Ena od novonastalih verig 
vsebuje tudi podaljšek. V naslednjem ciklu (2) se DNA skupaj s podaljškom podvoji. Na verigo 
DNA, ki vsebuje komplementarno zaporedje podaljška smernega začetnega oligonukleotida, se 
lahko veže FAM (3). Hčerinska veriga, nastala  v tretjem ciklu, bo tako fluorescentno označena. 
Amplikoni, ki nastajajo, so različne dolžine, daljši, če je prišlo do insercije, ali krajši, če je prišlo 
do delecije (4).  
Metoda CRISPR-STAT (ang. CRISPR Somatic Tissue Activity Test) je zelo 
podobna metodi IDAA. Razlikuje se le pri zasnovi in parametrih reakcije PCR s 
tremi začetnimi oligonukleotid [27, 31]. Razvita je bila za validacijo delovanja 
sgRNA pri modelnem organizmu cebrice (Danio rerio), pri katerem metode 
validacije sgRNA, ki temeljijo na tvorjenju heterodupleksov niso utrezni. Pri 
genomu cebrice se pogosto pojavljajo polimorfizemi, zato takšne metode vodijo 
do lažno pozitivnih rezultatov večjega odstotka ocenjene učinkovitosti sgRNA kot 
dejansko je. Kompleks sgRNA in Cas9 so injicirali v zarodek cebrice, po inkubaciji 
pa embrie evtanazirali in izolirali DNA. Izolirano DNA so pomnožili z metodo PCR 
s tremi začetnimi oligonukleotidi, ki so zapisani v tabeli 1. Tako kot pri metodi 
IDAA je tretji oligonukleotid označen s 6-FAM. Gensko specifična smerni  in 
protismerni začetni oligonukleotid imata na 5' koncu vezano adaptersko 
zaporedje. Adaptersko zaporedje M13F je komplementarno fluorescenčno 
označenemu začetnemu oligonukleotidu [31].  Adaptersko zaporedje PIGtail na 
5' koncu protismernega zaporedja preprečuje dodajanje naključnih nukleotidov 







Tabela 1: Začetni oligonukleotidi za CRIPSR-STAT.  
Začetni oligonukleotid Zaporedje 5'  3'  
smerni  TGTAAAACGACGGCCAGT-gensko specifično 
zaporedje 
protismerni GTGTCTT-gensko specifično zaporedje 
fluorescentno označen 6-FAM-TGTAAAACGACGGCCAGT 
 
1.3.3 Metode validacije sgRNA s sekvenciranjem 
Računalniška analiza zaporedij amplikonov, ki jih pridobimo s sekvenciranjem po 
Sangerju ali sekvenciranjem nove generacije (NGS), nam poda kvantitativne 
informacije o pridobljenih mutacijah [25]. Za analizo sekvenc NGS je na voljo več 
računalniških programom (CRISPR-GA, BATCH-GE, CRISPResso, 
crispRVariants, AGEseq, Cas-analyzer…), s katerimi dobimo podatke o tem, 
kateri nukleotidi so se vstavili ali izgubili ter pri kakšnem odstotku vseh zaporedij 
se je to zgodilo [33, 34]. Programa TIDE in ICE sta na voljo za analizo Sangerjevih 
sekvenc in sta opisana v nadaljevanju [35, 36]. Z NGS dobimo največ podatkov 
o učinkovitosti sgRNA in zaznamo tudi redkejše mutacije, pri čemer pa je 
potrebno upoštevati stopnjo napake določanja zaporedja [33, 34]. Postopek je 
tudi dražji in veliko zamudnejši od ostalih metod [25, 34]. Sekvenciranje po 
Sangerju je manj občutljivo, TIDE in ICE ne podata vseh informacij o sestavi 
mutacij, a je postopek preprostejši in cenejši ter omogoča grobo kvantitativno 
oceno o odstotku mutiranih zaporedij. [33, 35, 36]. 
TIDE ali Iskanje mutacij z razčlenitvijo signalov določanja zaporedja po Sangerju 
(ang. Tracking of Indels with Decomposition) je analiza, pri kateri s prosto 
dostopnim spletnim orodjem (https://tide.nki.nl/) ocenimo, katere insercije ali 
delecije so prisotne po tretiranju s Cas9 in kakšen je njihov delež. Delež mutacij 
algoritem oceni s primerjavo med kontrolnim zaporedjem, ki ni bilo gensko 
spremenjeno, in testnim zaporedjem, na katerega je deloval Cas9. Testno 
zaporedje je dejansko mešanica DNA molekul, ki se okoli mesta dvojnega 
preloma razlikujejo [37]. Programu moramo kot vhodne podatke podati obe DNA 
zaporedji v .ab1 ali scf. formatu in 20 nukleotidov dolgo sgRNA zaporedje (5'-3')  
brez PAM nukleotidov [37, 38]. Algoritem najprej poravna sgRNA zaporedje s 
kontrolnim zaporedjem, da ugotovi mesto, kjer Cas9 uvede dvojni prelom. Temu 
sledi poravnava kontrolnega in testnega zaporedja na območju navzgor od mesta 
dvojnega preloma. Po privzetih nastavitvah se poravnava začne na nukleotidu 
100, saj so začetni nukleotidi Sangerjevega zaporedja po navadi manj zanesljivo 
določeni, in vse do nukleotida, ki je 10 bp navzgor od mesta dvojnega preloma 
[37]. Tu se morata zaporedji ujemati, saj je območje dovolj oddaljeno, da v večini 
primerov ne pride do insercij ali delecij, ki jih uvedejo popravljalni mehanizmi [36]. 
Za poravnavo se uporablja standardni lokalni algoritem Smith-Waterman [37]. 
TIDE testno zaporedje razume kot linearno kombinacijo kontrolnega zaporedja in 
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zaporedij posameznih mutiranih DNA. Algoritem ima določeno območje 
dekompozicije (ang. Decomposition Window), ki se razteza od s+5 nukleotidov 
(»s« predstavlja največjo mutacijo, ki jo program išče, in je privzeto nastavljena 
na vrednost 10) navzdol od mesta rezanja, do s+5 nukleotidov od konca 
najkrajšega zaporedja [37]. Začetek in konec zaporedja sta manj kakovostno 
določena, zato mora območje, na katerem algoritem deluje, biti dovolj oddaljeno 
od njiju, hkrati pa ne sme biti tik ob mestu dvojnega preloma. Velikost območja je 
možno spremeniti, a je natančnost algoritma zaradi tega nižja [36]. Znotraj 
območja dekompozicije TIDE s premikanjem vrhov kontrolnega zaporedja levo in 
desno za določeno število nukleotidov (od 0 do n; n je privzeto nastavljeno na 10)  
poustvari vsa možna zaporedja z insercijami in delecijami (modelna zaporedja) 
[36, 37]. Z nelinearno regresijo nato določi kombinacijo modelnih zaporedij, ki 
najbolje opiše testno zaporedje. Preko kombinacije lahko napove, koliko 
nukleotidov se je vstavilo ali izbrisalo pri določenem odstotku posameznih 
molekul DNA. Pri insercijah, večjih od enega bp ne zna napovedati, kateri 
nukleotidi so se vstavili, le koliko jih je [36, 38]. Zraven izračuna determinacijski 
koeficient R2, ki pove, kako dobro kombinacija modelov dejansko ustreza 
testnemu zaporedju [36]. Absolutna vrednost determinacijskega koeficienta se 
giblje na območju od 0 do 1. Večja kot je vrednost, bolj relevantni so rezultati, če 
pa je vrednost v okolici 0, med podatki ni povezave [39]. Za insercijo enega 
nukleotida takoj za mestom dvojnega preloma TIDE tudi napove, s kakšno 
verjetnostjo se vstavi vsak od štirih nukleotidov [36, 38].  
Program ICE (ang. Inference of CRISPR Edits), dostopen na spletni strani 
https://ice.synthego.com/#/, je nastal kot modifikacija programa TIDE. ICE naj bi 
bil bolj enostaven za uporabo, poleg tega pa se z njim lahko analizira vzorce, pri 
katerih se uporabi več različnih sgRNA hkrati [35]. Programu ICE moramo tako 
kot TIDE podati dve DNA zaporedji (kontrolno in testno zaporedje) v formatu .abi, 
in do tri sgRNA zaporedja brez PAM nukleotidov (dolžina 17-23 nukleotidov) [40]. 
Za razliko od TIDE pri ICE analizi ni potrebe za ročno ponastavljanje določenih 
nastavitev. Na primer, pri TIDE analizi moramo v primeru, da se testno in 
kontrolno zaporedje zaradi slabe kvalitete sekvence ne uspeta poravnati na 
privzetih nukleotidih, ročno nastaviti, kje naj se poravnata. Pri ICE to ni potrebno, 
saj ima program drugačen algoritem in sam izbere ustrezne parametre glede na 
Sangerjevo zaporedje. Na kontrolnem zaporedju na območju od začetka 
zaporedja do 15 nukleotidov od mesta dvojnega preloma poišče območje, kjer je 
povprečna vrednost kvalitete identifikacije nukleotida (ang. Phred quality score) 
večja od 30 [35]. Večja kot je vrednost, nižja je verjetnost za napačno določen 
nukleotid. Vrednost 30 pomeni, da se napaka pojavi pri enem od 1000 
nukleotidov [41]. Ko algoritem določi to območje, ga poravna z vzorčnim 
zaporedjem. Na ta način se izogne začetnim nukleotidom [35]. Tako kot TIDE 
tudi ICE algoritem temelji na izdelavi modelov zaporedij z vsemi možnimi 
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insercijami in delecijami. Za največje število insercij se upošteva do 30 
nukleotidov. Algoritem za vsak model z možnimi insercijami na mesto dvojnega 
preloma vstavi določeno število povezanih nukleotidov. Izbrani nukleotidi so 
naključni in za vsakega je 25 % možnosti, da se uporabi. Nato iz kontrolnega 
zaporedja prepiše preostalo zaporedje. Za delecije se izbriše do 14 nukleotidov 
v vsakem modelnem zaporedju na mestu dvojnega preloma, preostali nukleotidi 
pa se prepišejo iz kontrolnega zaporedja. Algoritem  na območju testnega 
zaporedja od 25 nukleotidov do 100 nukleotidov navzol (ang. downstream) od 
mesta preloma  določi linearno kombinacijo modelnih zaporedij, ki najbolje 
ustreza testnemu zaporedju. To območje pa se na podlagi prenizke vrednosti 
kvalitete identifikacije nukleotida tudi avtomatsko zmanjša [35]. 
1.3.4 Druge metode validacije sgRNA 
Chuan in sod. opisujejo metodo, pri kateri se odstotek mutacij določa z 
nezmožnostjo pomnoževanja DNA, če zaporedji, ki ju prepoznata sgRNA in eden 
od začetnih nukleotidov sovpadata. Poskus so izvedli na cebricah. Za vsako 
mesto, ki ga prepozna sgRNA, so oblikovali dva para začetnih oligonukleotidov; 
s prvim parom nastanejo amplikoni, ki objemajo mesto mutacije, eden od drugih 
dveh pa se prekriva z mestom dvojnega preloma. DNA, na kateri so nastale 
mutacije, se z drugim parom začetnih oligonukleotidov ne bo uspela pomnožiti. 
DNA so najprej pomnožili s prvim parom začetnih oligonukleotidov. Z metodo 
PCR v realnem času pa nato te amplikone še z drugim parom začetnih 
oligonukleotidov, pri čemer so merili količino nastajajoče DNA. Odstotek uspešno 
mutirane DNA se da teoretično izračunati iz razlike med razmerjem prvih in drugih 
amplikonov, tako da je metoda kvantitativna [42]. Problem metode je v tem, da ni 
zelo natančna, spregleda lahko mutacije enega nukleotida, saj se začetni 
oligonukleotidi še vedno lahko nalegajo na vezavno mesto, tudi če se zaporedji 
ne ujemata popolnoma, slabše pa zaznava tudi mutacije na ponavljajočih se 
zaporedjih [25, 42]. 
Mashiko in sod.so razvili plazmid, ki vsebuje zapis za zeleni fluorescirajoči protein 
(GFP). Zapis za GFP je prekinjen z vmesniškim zaporedjem, v katerega se vstavi 
tarčno zaporedje, ki ga prepoznava testirana sgRNA. Plazmid pCAG-eGxxFP se 
skupaj z zapisom za sgRNA in Cas9 vnese v celice (npr. HEK293). V celicah, ki 
so uspešno transficirane, Cas9, odvisno od učinkovitosti sgRNA, uvede dvojni 
prelom na tarčnem zaporedju, ki prekinja zapis za GFP. Poškodba se na 
plazmidu popravi po mehanizmu homologne rekombinacije ali prileganja 
enoverižne DNA tako, da fragmenta tvorita celo zaporedje, ki je pod nadzorom 
promotorja CAG, in GFP se lahko izraža. Bolj bo sgRNA učinkovita, večji bo delež 
fluorescirajočih celic. Kot poročajo, z učinkovito sgRNA fluorescira več kot 30 % 
celic [43].  
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1.3.5 Vrednotenje učinkovitosti sgRNA za CRISPRa 
Vse prej naštete metode temeljijo na merjenju učinkovitosti sgRNA na podlagi 
mutacij, ki nastanejo zaradi Cas9. Na podlagi teh metod lahko ugotovimo, ali 
sgRNA prepoznava tarčno zaporedje in ocenimo učinkovitost delovanja Cas9. 
Posredno lahko to informacijo prenesemo na sistem CRISPRa/i in sklepamo, da 
sgRNA enako uspešno deluje tudi v primeru uporabe dCas9, čeprav ta način ni 
vedno povsem predvidljiv. Zaradi strukturne in funkcionalne razlike med Cas9 in 
dCas9 bi lahko prišlo do drugačnih zahtev za hibridizacijo med DNA in sgRNA 
ter vezave proteina na DNA [17]. Za direktno merjenje učinkovitosti sgRNA pri 
sistemu CRISPRa je uporabna metoda PCR v realnem času (qPCR), ki je 
natančna in kvantitativna metoda za določanje začetne količine mRNA (cDNA) 
tarčnega gena [44]. Količino podvojene DNA se določi z merjenjem fluorescence. 
Ugotavlja se, koliko ciklov je potrebno, da fluorescenca doseže pražno vrednost. 
Za ta cikel se je uveljavilo več poimenovanj, pražni cikel (Ct), kvantifikacijski cikel 
(Cq), ali točka presečišča (Cp) [45]. Obstaja več načinov uporabe fluorescenčnih 
barvil, na primer metoda TaqMan [46]. Pri uporabi metode TaqMan se na 
območju tarčne cDNA med začetnima oligonukleotidoma veže tudi sonda (ang. 
probe), ki ima na 5' konec vezano reportersko fluorescenčno barvilo (ang. 
reporter dye) in na 3' konec dušilno fluorescenčno barvilo (ang. quencher dye). 
Ko sta na sondo vezani obe barvili, se zaradi prenosa energije med enim in 
drugim barvilom fluorescenca ne pojavi. Med podaljševanjem verige cDNA, ki se 
je začela z začetnim oligonukleotidom, DNA polimeraza, ki je hkrati tudi 5' 
eksonukleaza, odstranjuje vse, kar jo ovira pri sintezi nove verige, tudi sondo. 
Reportersko barvilo se tako sprosti z DNA, in ker ni več v bližini dušilnega barvila, 
začne fluorescirati [47] . S poznavanjem pražne vrednost (CT) lahko npr. po 
metodi 2-ΔΔCT (Livak & Schmittgen, 2001) izračunamo relativno povečanje 
izražanja tarčnega gena, aktiviranega s CRISPRa, z enačbama 1 in 2. 
Enačba 1: 
ΔΔCT = (CT (tarčni gen) – CT (endogena kontrola))vzorec  – (CT(tarčni gen) – CT (endogena  kontrola))kalibrator, 
pri čemer vzorec predstavlja reakcijsko mešanico, kjer smo vplivali na izražanje 
tarčnega gena, kalibrator pa je negativna kontrola, na kateri CRISPRa nismo 
izvedli. Od vsake vrednosti CT tarčnega gena se odšteje vrednost CT endogene 
kontrole zaradi normalizacije koncentracije cDNA. Rezultat enačbe 1 se nato 
uporabi v enačbi 2. 
Enačba 2:                povečanje izražanja gena = 2-ΔΔCT. 
Z metodo 2-ΔΔCT se sprememba izražanja gena določi relativno glede na 




Tolični receptorji (TLR) igrajo pomembno vlogo pri detekciji patogenov, saj 
prepoznavajo s patogeni povezane molekulske vzorce (PAMP; ang pathogen 
associated molecular patterns) in sodelujejo pri odzivu imunskega sistema [49]. 
Človeški TLR10 sestavlja 811 aminokislin, od katerih je prvih 19 signalni peptid. 
Sledi več z levcinom bogatih ponovitev, domena, bogata s cisteini (aminokisline 
522-575), transmembranska domena (aminokisline 577-597) in domena TIR 
(receptorska domena tol/interlevkin I) (aminokisline 633-778) [50]. Struktura 
celotnega proteina TLR10 še ni poznana, določena je struktura domene TIR 
(slika 4) [51]. 
 
Slika 4: Dimer domene TIR proteina TLR10 (PDB: 2j67). Ob prepoznavi s patogeni povezanih 
molekulskih vzorcev se z dimerizacijo citoplazemske domene TIR začne signalizacija, ki vodi do aktivacije 
različnih transkripcijskih faktorjev, pomembnih za imunski odziv. Verigi posameznih domen TIR sta 
pobarvani z vijolično in sivo barvo. Z modro barvo sta označeni BB-zanki vsake od domen. Del BB-zank je 
izpostavljen okolici in predvideva se, da je najpomembnejši za signalno transdukcijo. Hidrofobne 
aminokisline  BB-zank (Tyr-668, Phe-672,, Pro-674 in Ile-678)  pa poleg αC-vijačnic (nanju kažeta puščici) 
omogočajo dimerizacijo [51]. 
Poznanih je 10 proteinov iz družine TLR [50]. TLR10 je za sedaj še edini izmed 
njih, za katerega ligand, signalna pot ali natančnejša funkcija niso poznani [52]. 
Predlagani PAMP so flagelin, lipopolisaharidi in diacetilirani lipoproteini [53]. 
TLR1-9 ob prepoznavi s patogeni povezanih molekulskih vzorcev sprožijo pro-
inflamatorni odziv in povečajo tvorbo citokinov. Pri TLR10 so ugotovili, da ima 
lahko ravno nasprotno vlogo in lahko zavira vnetje [52, 54]. Hkrati pa sta dve 
študiji pokazali, da TLR10 lahko tudi promovira vnetni odziv [55, 56]. Song et al. 
nasprotujoče si ugotovitve razlaga s tem, da ima TLR10 morda različen učinek 
na sproščanje citokinov glede na to, ali zazna citoplazemski ali zunajcelični 
patogen [52]. Kako TLR10 zavira vnetje ni točno jasno, lahko da inducira 
izražanje protivnetnih citokinov, po drugi teoriji pa tekmuje z drugimi TLR za 
ligande in/ali koreceptorje [52]. Posredno bi lahko TLR10 deloval tudi preko 
interakcije s TLR2 in morda tudi s TLR1 in TLR6 [54].  
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Človeški TLR10 so zaznali predvsem v nekaterih celicah imunskega sistema, in 
sicer v limfocitih B, eozinofilcih in  nevtrofilcih ter v epitelnih in dendritskih celicah 
[44, 50, 57]. Ne izraža pa se v naravnih celicah ubijalkah in limfocitih T [44, 50]. 
Izražanje TLR10 je tako vezano predvsem na tkiva, kjer je veliko celic imunskega 
sistema, kot so na primer vranica, mandlji, timus in kostni mozeg [50, 58]. Poleg 
tega so ekspresijo zaznali v hrbtenjači, tankem črevesju, slepiču, nekaterih 
možganskih tkivih, pljučnih celicah, v zelo nizkih koncentacijah pa v raznih drugih 
tkivih [59]. Povečano izražanje TLR10 so zaznali tudi v maščobnih celicah pri 
ljudeh s prekomerno telesno maso [60]. 
Gen za TLR10 se nahaja na protismerni verigi DNA na kratki ročici 4. kromosoma 
(38,772,238-38,782,990), v gruči genov s TLR1 in TLR6 [61, 62]. Shema gena z 
introni in eksoni je prikazana na sliki 5 [62]. 
 
 
Slika 5: Shema gena za TLR10. Zapis vsebuje 4  eksone (rdeča in roza) in 3 introne. Le del četrtega  eksona 




2 Namen dela in hipoteze 
Urejanje genoma s CRISPR/Cas9 velja za zelo tarčno usmerjeno, vseeno pa so 
možni izven-tarčni učinki [6]. Pomemben faktor pri specifičnosti in učinkovitosti 
sistema igra izbira sgRNA. Na voljo je več spletnih orodij za izbiro vmesniškega 
zaporedja za učinkovito in specifično sgRNA, a ker je glede samega delovanja 
sgRNA še veliko neznanega, lahko napačno izbrana sgRNA vodi do 
nekonsistentnih rezultatov delovanja CRISPR/Cas9 [10, 13]. Spletna orodja 
podajo oceno učinkovitosti in specifičnosti sgRNA, a ker temeljijo na algoritmih, 
ki ne morejo predvideti vseh okoliščin in vivo, je potrebno izbrane sgRNA 
ustrezno preiskusiti in validirati v celičnem okolju.  
Polimorfizme v zaporedju gena TLR10 so povezali z veliko različnimi obolenji, 
med drugim z avtoimunskimi boleznimi in rakom [61]. Ker je mehanizem 
delovanja proteina TLR10 in njegove interakcije z drugimi proteini slabo poznan, 
poleg tega pa so različne študije prišle do nasprotujočih si ugotovitev o njegovi 
funkciji, bi možnost regulacije njegovega izražanja s tehnologijo CRISPR 
pomembno prispevala k boljšemu razumevanju njegove vloge pri imunskem 
odzivu. 
Namen diplomske naloge je bil preizkusiti različne metode za vrednotenje 
učinkovitosti sgRNA. V ta namen smo oblikovali in preizkusili štiri različne sgRNA 
s tarčnimi mesti v regulatorni regiji TLR10. Naše hipoteze so bile: 
1. Spletna orodja (algoritmi) za oblikovanje sgRNA so učinkovit pripomoček za 
izbiro tarčnega zaporedja. 
2. Ocene učinkovitosti delovanja testiranih sgRNA, ki jih bomo pridobili z 
različnimi metodami, se za posamezno sgRNA ne bodo bistveno razlikovale med 
seboj. 











3 Eksperimentalni del 
3.1 Laboratorijska oprema in materiali 
V tabeli 2 je zapisana laboratorijska oprema, ki smo jo uporabljali med delom. 
Reagenti, ki smo jih potrebovali za posamezen poskus so navedeni pri opisu 
vsakega eksperimenta. 
Tabela 2: Laboratorijska oprema. 
Oprema Proizvajalec 
centrifuga 322A Tehtnica 
centrifuga 5403 R Eppendorf 
centrifugirke (1ml, 1,5 ml) VWR 
elektronska pipeta BrandTech 
erlenmajerice 250 mL Schott Duran 
gojilne posodice za celice Thermo Fisher Scientific 
inkubator za celice Sanyo 
kadičke za elektroforezo Biometra 
laminarij Iskra PIO 
magnetno mešalo  IKA Magnetic Stirrers 
mikrocentrifugirke za izvedbo PCR BrandTech 
namizna centrifuga Nippon Genetics 
naprava za agarozno elektroforezo Pharmacia Biotech 
naprava za PCR  MiniAmp Applied Biosystems 
naprava za PCR 2720 Applied Biosystems 
naprava za qPCR VII7 Applied Biosystems 
nastavki za pipete Greiner Bio-One 
pipete (različni volumni) Gilson 
plošča za qPCR Applied Biosystems 
posoda za shranjevanje v tekočem dušiku 
Arpege 70 liquid 
Air Liquide 
sekvenator 3130x/ Genetic Analyzer Applied Biosystems, Hitachi 
spektrofotometer NanoDrop GE Healthcare 
steklene pipete Greiner Bio-One 
stresalnik Thermal Shake lite VWR 
svetlobni mikroskop  Fluovert FS Leitz 
tehtnica Sartorius 
UV-luč Synoptics Ltd. 
vodna kopel Kambič 




V tabeli 3 so zapisani podatki o štirih sgRNA, ki so bile izbrane s pomočjo spletnih 
orodij CHOPCHOP in CRISPOR. Ogrodje sgRNA je bilo enako pri vseh.  
Tabela 3: Podatki o sgRNA. 
Oznaka Vmesniško zaporedje  PAM 
nukleotidi 
Veriga 
sgRNA1 CAGUAGCAUGCAGAAGAGGG CGG protismerna 
sgRNA2 GCUAAAGCCCGCAAGAGGCU GGG smerna 
sgRNA3 GCGUGGAUGAUUCGUUGACA CGG protismerna 
sgRNA4 UCCUCAGAUCAAUAGCCCCA AGG protismerna 
 
3.1.2 Začetni oligonukleotidi 
V tabeli 4 so navedena zaporedja začetnih oligonukleotidov za pomnoževanje 
tarčnih regij posamznih sgRNA.  
Tabela 4: Smerni in protismerni začetni  ologonukleotidi za pomnoževanje tarčnih regij za 
posamezne sgRNA. F označuje smerni (ang. forward), R pa protismerni (ang. reverse) začetni  
oligonukleotid za posamezen produkt PCR.  
sgRNA Oznaka Zaporedje 5' 3' Produkt PCR 
in dolžina 
produkta [bp] 
sgRNA1 F1 GCCAGTTGGTGAGCGCCTGTAG  
 R1 CCACGGCTTGCACTCTCTCAGC PCR1: 410 
sgRNA2 F2 AGCACTTTGGGAGGCCGAGACA  
 R2 CCATCCGCCCTCTTCTGCATGC PCR2: 409 
sgRNA3 F3 CATGCAGAAGAGGGCGGATGGG  
 R3 ACCCACGCTCTCAAGCATCTGC PCR3: 348 
sgRNA4 F4 GCTGAGAGAGTGCAAGCCGTGG  
 R4 GCAGAGGTTAACATACGCTGTGGGG PCR4: 357 
 
3.2 Priprava gela za agarozno gelsko elektroforezo 
Dolžino DNA smo večkrat preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Pripravili 
smo 1 % agarozni gel z raztapljanjem 0,6 g agaroze (Sigma-Aldrich) v 60 ml 0,5x 
pufra TBA med segrevanjem v mikrovalovni pečici za nekaj minut. Ko je raztopina 
zavrela in postala brezbarvna, smo jo med mešanjem z magnetnim mešalom 
delno ohladili v vodni kopeli (tekočina se ne sme začeti strjevati) in dodali 2 μL 
etidijevega bromida. Nato smo jo vlili na ploščo za elektroforezo ter počakali, da 
se strdi. Vzorce (5 ali 10 μL) smo skupaj s približno 1,5 μL nanašalnega pufra 
nanesli v žepke gela. Posebej smo v dodaten žepek dodali tudi velikostni 
standard (100 ali 1000 bp). 
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3.3 In-vitro cepitev 
Z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) smo pomnožili genomsko DNA iz celic 
HEK293, ki nam je služila kot matrična DNA. Za smerne in protismerne začetne 
oligonukleotide smo vzeli pare oligonukleotidov, kot so prikazani v tabeli 4 
(zgoraj). V tabeli 5 so prikazani reagenti in količine za reakcijsko mešanico, tabela 
6 pa prikazuje program, ki smo ga vnesli v napravo za PCR. 
 
Tabela 5: Reakcijska mešanica za reakcijo PCR pri in-vitro cepitvi gena TLR10. Uporabili smo 
polimerazo Hot Start Taq Polymerase in pripadajoče reagente (New England BioLabs). Volumen reakcijske 
mešanice je bil 50 μL. 
Reagenti volumen [μL] 
Voda brez nukleaz do 50 μL 
10x standardni Taq reakcijski pufer  5 
10 μM dNTP  1 
10 μM smerni začetni oligonukleotid 1 
10 μM protismerni začetni oligonukleotid 1 
Hot Start Taq DNA polimeraza 5000 U/μL 0,25 
Matrična DNA 1  
 
 
Tabela 6: Program za reakcijo PCR pri in-vitro cepitvi gena TLR10. Napravi za PCR je potrebno podati 
volumen reakcijske mešanice 50 μL. 
Stopnja Temperatura Čas 
Začetna denaturacija 95 °C 30 sekund 
Denaturacija 95 °C 30 sekund  
Prileganje začetnih oligonukleotidov 57 °C 30 sekund 35 ciklov 
Podaljševanje verige 68 °C 30 sekund  
Zadnje podaljševanje verig 68 °C 5 minut 
 
Ker začetna oligonukleotida F2 in R2 nista optimalno delovala, in ker sgRNA2 
deluje na delu DNA, ki je vsebovano tudi znotraj produkta PCR1, smo za 
validacijo sgRNA2 uporabili ta produkt. Na podlagi intenzitete lis na agaroznem 
gelu smo ocenili, da je koncentracija vseh produktov PCR približno 20 ng/ μL. Za 
pripravo reakcijskih mešanic smo vzeli po 10 μL posameznega produkta PCR. 
To približno ustreza 200 ng DNA, kar je dovolj za vizualizacijo na agaroznem gelu 
po cepitvi s Cas9. Optimalno množinsko razmerje DNA, sgRNA in Cas9 v 
reakcijski mešanici je 1:10:10.  Na podlagi poznavanja dolžine produktov PCR 
(tabela 4) smo izračunali molsko maso in množino produktov PCR po enačbi 3. 
 
Enačba 3:        𝑛(𝑃𝐶𝑅) =  
𝑚
š𝑡.  𝑏𝑝 ∗ 650 𝑔/𝑚𝑜𝑙 
 ,  
 
pri čemer je n množina posameznega produkta PCR, m masa produkta PCR (200 
ng), število baznih parov (št. bp) razberemo iz dolžine produkta PCR v tabeli 4, 
650 g/mol pa je molska masa enega baznega para. Množina sgRNA in Cas9 
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mora biti desetkrat večja kot množina DNA. Skupaj s podatki o koncentracijah 
smo nato izračunali volumen posameznih komponent za 30 μL reakcijske 
mešanice. V tabeli 7 so navedeni volumni posameznih komponent (brez DNA). 
Za vsako sgRNA smo pripravili po dve mešanici, od katerih je ena služila za 
negativno kontrolo (brez sgRNA). 
 
Tabela 7: Reakcijska mešanica za in vitro cepitev produkta PCR s Cas9. Končni volumen reakcije je 30 
μL. Volumna sgRNA  in Cas9 sta izračunana na podlagi volumna produkta PCR. 






Ultra čista voda 15,77 15,55 
10x reakcijski pufer (Cas9 Nuclease 
Reaction Buffer) 
3 3 
sgRNA (1 ali 2 ; 3 ali 4)  c= 15,38 pmol/μL 0,48 0,57 
Cas9  c= 10 pmol/μL 0,75 0,88 
 
Po 10 minutni inkubaciji pri 20 °C (tvorba ribonukleoproteinskih- RNP 
kompleksov) smo vsaki mešanici dodali 10 μL ustreznega produkta PCR.  Vzorce 
smo 40 minut inkubirali v napravi za PCR pri 37 °C.  Nato smo v vsakega dodali 
po 1 μL proteinaze K za razgradnjo Cas9, da ne bi oviral potovanja DNA po 
agaroznem gelu. Z agarozno gelsko elektroforezo smo analizirali, v katerih 
vzorcih je Cas9 deloval. V tabeli 8 je pregled kombinacij produktov PCR in 
sgRNA, ki smo jih uporabili.  
Tabela 8: Kombinacije produktov PCR in sgRNA v reakcijskih mešanicah za in-vitro cepitev s 
kompleksom Cas9/sgRNA. Pripravili smo 8 reakcijskih mešanic, 4 za vsako od sgRNA in po 4 kot 
negativna kontrola brez sgRNA za vsak vzorec.  
Reakcijska mešanica Produkt PCR sgRNA 
1 PCR1 sgRNA1 
2 PCR1 / 
3 PCR1 sgRNA2 
4 PCR1 / 
5 PCR3 sgRNA3 
6 PCR3 / 
7 PCR4 sgRNA4 





3.4 Delo s celičnimi linijami 
Neposredno delo s celičnimi linijami je potekalo v laminariju. Pri analizah TIDE in 
ICE ter pri testu T7E1 smo uporabili celično linijo HEK293, aktivacijo TLR10 pa 
smo opazovali na celični liniji A549. Podatki o lastnostih obeh celičnih linij so 
podani v tabeli 9. 
Tabela 9: Celični liniji HEK293 in A549.  
Podatki HEK293 A549 
Organizem (starost) človek (zarodek) človek (58 let) 
Spol ženski moški 
Tkivo ledvice pljuča 
Morfologija epitelijske celice epitelijskim podobne celice 
Celice v kulturi adherentne adherentne 
Značilnost transformirane celice pljučni karcinom 
Osnovno gojišče DMEM F-12K 
 
3.4.1 Priprava gojišča 
Gojišče smo pripravili iz 87,5 mL osnovnega gojišča, za celično linijo HEK293 je 
to DMEM (Dulbecco's Modiefied Eagle Medium; Sigma Aldrich), za A549 pa F-
12K (Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium; Sigma Aldrich). Osnovnemu 
gojišču smo dodali 10 mL FBS (ang. Fetal Bovine Serum; Gibco), 1 mL glutamina, 
1 mL mešanice penicilina in stremptomicina, ter 0,5 mL gentamicina. Antibiotike 
smo dodali zaradi preprečitve možnosti okužb z mokroorganizmi, medtem ko 
osnovno gojišče, FBS in glutamin zagotavljajo vse potrebne nutriente za rast in 
podvojevanje celic. Gojišče smo shranjevali v hladilniku.  
3.4.2 Odmrzovanje in inkubacija celic 
Celice so bile hranjene v tekočem dušiku na -196 °C v zamrzovalnem mediju s 
krioprotektantom dimetil sulfoksidom (DMSO). Krioviale smo odmrznili v vodni 
kopeli in volumen približno 1 mL razredčili z 10 mL ustreznega gojišča, ki smo ga 
pripravili pred tem. S hitro odmrznitvijo in redčenjem z gojiščem smo celice 
zaščitili pred DMSO, ki je pri višjih temperaturah toksičen. Nato smo jih 
centrifugirali 10 minut pri 1200 rpm in odstranili supernatant, v katerem je bil tudi 
zamrzovalni medij, celice v usedlini pa resuspendirali v novih 10 mL gojišča in jih 
prenesli v gojitvene posodice. Pred tem smo s štetjem celic s hemocitometrom 
določili število celic in s tripanskim modrilom preverili razmerje med mrtvimi in 
živimi celicami. Celice smo dva dni inkubirali na 37°C, atmosferi s 5 % CO2 in 





3.4.3 Pasaža celic 
Namnožene celice smo prestavili v nove gojitvene posodice in jih nadalje gojili, 
da smo pridobili dovolj celic za poskus. Najprej smo odsesali staro gojišče, pri 
čemer smo pazili, da nismo odstranili tudi celic. Nato smo celice spirali z  dvakrat 
po 10 mL raztopine PBS (Dulbecco Phosphate Buffered Saline; Sigma Aldrich), 
in ga takoj odsesali. S tem smo odstranili preostanek gojišča, ki je vsebovalo 
FBS. FBS namreč inhibira tripsin (Tripsin-EDTA solution; Sigma Aldrich), ki smo 
ga uporabili za odlepljanje celic s podlage. Počakali smo nekaj minut, in ko so se 
celice odlepile, dodali 10 mL rastnega gojišča, ki je inaktiviral delovanje tripsina. 
Celice smo centrifugirali 10 minut pri 1200 rpm in odstranili supernatant. Pelet 
smo resuspendirali v  10 mL svežega gojišča in celice razporedili v nove gojitvene 
posodice. Celice smo opazovali pod svetlobnim mikroskopom.  
3.5 Analizi TIDE in ICE 
Za analizo zaporedij s programoma TIDE in ICE smo sekvencirali  kontrolno DNA 
brez uvedenega dvojnega preloma in DNA, pri kateri smo uvedli dvojni prelom z 
nukleazo Cas9 (testna DNA). Delali smo s kulturo celic HEK293, v katere smo z 
lipofekcijo vnesli RNP komplekse, da smo prerezali DNA na želenem mestu, 
popravljalni mehanizmi celice pa so nato poškodbo popravili. Iz transficiranih in 
netransficiranih celic smo izolirali kontrolno in testno DNA, tarčno regijo pomnožili 
z reakcijo PCR in ji nato določili zaporedje. Dobljena zaporedja sekvenčne 
reakcije smo analizirali s programoma TIDE in ICE. 
3.5.1 Transfekcija HEK293 
Postopek lipofekcije celic smo izvedli v laminariju. Za lipofekcijo smo uporabili 
reagent CRISPRMAXTM po navodilih proizvajalca (Thermo Fisher Scientific). 
Pripravili smo mešanice za 6 vzorcev, vsako smo dodali v eno od šestih vdolbinic 
gojitvene posodice. Štiri so vsebovale vsaka svojo sgRNA, dve luknjici pa sta 
predstavljali negativni kontroli. V eni od negativnih kontrol so bili vsi reagenti 
razen sgRNA, s čimer smo želeli pokazati, da Cas9 brez sgRNA ne more rezati 
DNA. V drugi negativni kontroli pa ni bilo ne Cas9 ne sgRNA. Po transfekciji smo 
celice inkubirali dva dni na 37°C, atmosferi s 5 % CO2 in nasičeno zračno vlago. 
3.5.2 Izolacija DNA 
Za izolacijo DNA smo uporabili komplet reagentov E.Z.N.A. Tissue DNA Kit 
(Omega Bio-Tek) po navodilih proizvajalca. Najprej smo odstranili gojišče in 
celice sprali z 1 ml PBS. Nato smo v vsako posodico dodali 200 μl tripsina in 
celice inkubirali na 37 °C za 5 minut. Pri tej temperaturi tripsin optimalno deluje 
in odlepi celice s podlage. Nato smo sledili navodilom protokola.  
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S spektrofotometrom NanoDrop smo izmerili koncentracijo izolirane DNA v 
vzorcih (tabela 10). Končni volumen izolirane genomske DNA je bil približno 100 
μl. Shranjevali smo jo v zamrzovalniku.  
Tabela 10: Koncentracija izolirane genomske DNA. Za  vzorce DNA 1-4  je Cas9 deloval v kombinaciji s 
pripisano sgRNA. Vzorca 5 in 6 sta negativni kontroli, pri katerih ni bilo prisotne sgRNA med lipofekcijo.  
Vzorec Koncentracija DNA [ng/ μl] 
1 (sgRNA1) 57,5 
2 (sgRNA2) 23,5 
3 (sgRNA3) 44,5 
4 (sgRNA4) 36,0 
5 (negativna kontrola brez sgRNA) 44,5 
6 (negativna kontrola brez Cas9 in sgRNA) 42,5 
 
3.5.3 PCR reakcija in čiščenje produkta PCR 
Izolirano DNA smo pomnožili z reakcijo PCR s polimerazo OneTaq. Reagenti so 
opisani v tabeli 11, program pa v tabeli 12. Pari začetnih oligonukleotidov so 
zapisani v tabeli 4 (zgoraj). 
Tabela 11: Reakcijska mešanica za pomnožitev odseka gena TLR10. Uporabili smo polimerazo in 
pripadajoče reagente One Taq Polymerase (New England BioLabs). 
Reagenti Volumen [μL] 
Voda brez nukleaz do 25 μL 
5x standardni OneTaq reakcijski pufer 5 
10 μM dNTP  0,5 
10 μM smerni začetni oligonukleotid 0,5 
10 μM protismerni začetni oligonukleotid 0,5 
OneTaq DNA polimeraza  0,125 
Matrična DNA po lastni presoji 
 
Tabela 12: Program za reakcijo PCR s polimerazo OneTaq za pomnožitev zaporedij v okolici tarčnih 
regij sgRNA na genu TLR10. 
Stopnja Temperatura Čas 
Začetna denaturacija 95 °C 1 minuta 
Denaturacija 95 °C 30 sekund  
Prileganje začetnih oligonukleotidov 57 °C 45 sekund 35 ciklov 
Podaljševanje verige 68 °C 30 sekund  
Zadnje podaljševanje verig 68 °C 5 minut 
 
Za sekvenčno reakcijo smo morali iz produktov PCR najprej odstraniti ostanke 
oligonukleotidov in dNTP-jev. Vzeli smo 5 μl vsakega produkta PCR in jim dodali 
po 0,5 μl eksonukleaze Exo I in 1 μl alkalne fosfataze FastAP. Na hitro smo 
premešali in inkubirali 15 minut na 37 °C. V tem koraku so se odstranili dNTP-ji 




3.5.4 Sekvenčna reakcija 
Pri pripravi vzorcev za sekvenčno reakcijo smo uporabili komplet reagentov 
BigDye TM Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit  (Thermo Fisher Scientific). 
Sledili smo protokolu za 0,5 x redčeno reakcijo.  Uporabljeni reagenti in njihovi 
volumni so napisani v tabeli 13. Za reakcijo smo uporabili smerni ali protismerni 
začetni oligonukleotid. Sekvenčno reakcijo smo izvedli v napravi za PCR po 
programu, prikazanem na sliki 6. 
 
Tabela 13: Sekvenčna reakcija. Navedeni so reagenti, ki smo jih uporabili ter njihovi volumni. 
Reagent Volumen [μl] 
Začetni oligonukleotid (3,2 μM) 1 
BigDye mix 2 






Slika 6: Program za sekvenčno reakcijo.  V 1. stopnji pride do denaturacije matrične DNA. 2. stopnja je 
sestavljena iz treh korakov, ki se ponovijo 25-krat. To so denaturacija, prileganje začetnega oligonukleotida 
in podaljševanje nove verige. V tretji stopnji se mešanica ohladi na 4 °C, dokler ne nadaljujemo s čiščenjem 
produktov PCR. 
3.5.5 Čiščenje produktov sekvenčne reakcije 
Vzorce smo na kratko centrifugirali, nato pa jih prenesli v 1,5 ml centrifugirke. V 
vsak vzorec smo dodali 4 μl EDTA (0,125 M, pH 8) in 30 μl 100 % etanola ter jih 
vorteksirali. Pustili smo jih 15 minut na 20 °C in jih nato centrifugirali 30 minut pri 
2500 g, zatem pa še 5 minut pri 15 000 g. Supernatant smo odpipetirali in zavrgli. 
V naslednjem koraku smo odstranili soli z dodatkom 30 μl 70 % etanola in 
centrifugiranjem, najprej 10 minut pri 2500 g in nato 5 minut pri 15 000 g. Ponovno 
smo odstanili supernatant. Vzorce smo 10 minut inkubirali pri 45 °C, da smo 




3.5.6 Sekvenciranje po Sangerju in analiza signalov z razčlenitvijo 
Po 10 μl pripravljenih in očiščenih vzorcev smo prenesli na plošče za 
sekvenciranje. Tri minute smo jih inkubirali na 95 °C, da se je DNA denaturirala. 
Nato smo vzorce ohladili, jih vorteksirali, na kratko centrifugirali in sekvencirali. 
Zaporedja, pridobljena pri sekvenciranju po Sangerju smo pregledali  s 
programom za vizualizacijo in analizo kromatogramov Chromas (dostopno na: 
https://technelysium.com.au/wp/chromas/). Nato smo pridobljena zaporedja 
analizirali s programoma TIDE in ICE. 
3.6 Test T7E1  
Začetni del testa T7E1 je enak kot pri analizi s programoma TIDE in ICE in je 
opisan v poglavjih od 3.5.1 do 3.5.2. Reagenti in program za reakcijo PCR je 
enak kot pri analizi TIDE/ICE (tabeli 11 in 12). Para začenih oligonukleotidov za 
sgRNA2 in sgRNA4 sta enaka kot v tabeli 4, območje za sgRNA3 pa smo 
pomnožili s parom F1R3 (dolžina fragmenta: 626 bp). Desetim μL izbranega 
produkta PCR smo dodali 2 μL pufra NEB in 7 μL vode brez nukleaz. Program 
za denaturacijo in postopno tvorbo heterodupleksov je prikazan v tabeli 14. Po 
tvorbi heterodupleksov smo dodali po 1 μL encima T7E1 v vsak vzorec, inkubirali 
25 minut na 37 °C in nato ustavili delovanje encima z dodatkom 1 μL 0,5 M EDTA. 
Vzorce smo takoj nanesli na agarozni gel (2,5 % ali 1,5 %).  
Tabela 14: Program za izvedbo testaT7E1. Heterodupleksi nastajajo med postopnim ohlajanjem, ki je do 
85 °C hitrejše, nato pa temperatura do 25 °C pada počasneje. 
Stopnja Temperatura Čas 
Denaturacija 95 °C 5 minut 
Nastanek 
heterodupleksov 
95 °C  85 °C -2 °C na sekundo 
85 °C  25 °C -0,1 °C na sekundo 
 
3.7 CRISPRa 
Izražanje gena TLR10 smo poskušali povečati s sistemom CRISPRa. Za 
transfekcijo smo izbrali celično linijo A549 (celice pljučnega karcinoma). V celice 
smo vnesli dCas9 in kombinacijo štirih sgRNA. Vnos dCas9 in sgRNA smo izvedli 
na dva načina, z uporabo dveh različnih aktivatorskih sistemov. Pri prvem načinu 
smo dCa9 v celice vnesli s plazmidom SP-dCas9-VPR (Addgene plasmid 
#63798), sgRNA pa posebej v obliki linearnih amplikonov pod promotorjem U6. 
Pri drugem načinu smo tako dCas9 kot sgRNA vnesli v celice s plazmidom 





Tabela 15: Vzorci za CRISPRa. Delali smo v gojilnih posodicah s šestimi vdolbinicami. 
Vzorec Transfekcija 
1 negativna kontrola 
2 SP-dCas9-VPR- vnos dCas9 in linearna DNA za sgRNA 
3 SP-dCas9-VPR- vnos dCas9 (kalibrator) 
4 pAC154-VP160-2aPURO – vnos dCas9 in sgRNA skupaj- v 
plazmidu 
5 pAC154-VP160-2aPURO- kontrolni plazmid brez sgRNA 
(kalibrator) 
 
3.7.1 Transfekcija celic A549 
Za transfekcijo celic A549, ki jih prikazuje slika 7, smo sledili protokolu za 
lipofekcijo s kompletom reagentov Lipofectamine 3000 Transfection Reagent 
(Thermo Fisher Scientific). Delali smo v gojilnih posodicah s šestimi vdolbinicami, 
vzorci so prikazani v tabeli 15 (zgoraj). Koncentracija plazmidov pAC154-VP160-
2aPURO, ki smo jih vnesli v celice s transfekcijo, je prikazana v tabeli 16. 
Koncentracije plazmidov so bile enakega velikostnega razreda, zato smo se 
odločili, da v reakcijsko mešanico dodamo po 1 μL vsakega. To ustreza približno 
0,13 pmol vsakega plazmida v reakcijski mešanici. Za transfekcijo s plazmidom 
SP-dCas9-VPR (11319 bp, 103 ng/μL) smo uporabili 23 μL plazmida (0,32 pmol) 
in 1 μL (0,09 pmol) vsakega produkta PCR (349 bp, 20 ng/μL) za posamezno 
sgRNA. Celice smo nato inkubirali 2 dni v atmosferi s 5 % CO2 na 37 °C.  
 
Slika 7: Celice A549 pred transfekcijo. 
Tabela 16: Koncentracija plazmidov pAC154-VP160-2aPURO. Koncentracije so izmerjene s 
spektrofotometrom NanoVue. Skupno smo uporabili 2,5 μg DNA, za štiri plazmide je to 0,625 μg vsakega.  








3.7.2 Izolacija RNA ter redčenje in odstranjevanje DNA 
Po transfekciji smo celicam odsesali gojišče in jih sprali z dvakrat po 10 μL 
raztopine PBS. Za izolacijo RNA smo uporabili komplet reagentov RNeasyR Mini 
Kit (50) (QIAGEN). Sledili smo navodilom proizvajalca. RNA smo posebej izolirali 
iz  vsake vdolbinice gojilne posode s šestimi vdolbinicami. Končni volumen 
izolirane RNA iz vsake vdolbinice je bil približno 30 μl. 
Poleg izolirane RNA se v raztopini lahko nahaja tudi manjši delež DNA, zato smo 
vzorce obdelali z DNazo. Koncentracije RNA smo izmerili s spektrofotometrom. 
Koncentracije RNA in volumen vzorca, ki smo ga odpipetirali v reakcijsko 
mešanico, v katero smo vnesli 10 μg RNA, prikazuje tabela 17. Reagente, ki smo 
jih uporabili za odstranitev DNA, in njihove volumne prikazuje tabela 18. 
Tabela 17: Meritev koncentracije RNA s spektrofotometrom Nanovue. V tretjem stolpcu je volumen 
vzorca, ki ustreza 10 μg RNA.  
Vzorec Koncentracija [ng/μL] Volumen [μL] 
1 1270,0 7,87 
2 299,2 33,0 
3 464,8 21,6 
4 572,0 17,5 
5 946,8 10,6 
 
Tabela 18: Reakcijska mešanica za reakcijo z DNAzo.  Vzorcu dodamo pufer, ki zagotavlja ustrezno 
okolje za reakcijo, encim DNazo, ki razgradi DNA, inhibitor encima RNaze, da preprečimo uničenje RNA, ter 
do končnega volumna dopolnimo z vodo brez nukleaz. 
Reagent Proizvajalec Volumen 
[μL] 
vzorec / tabela 17 
10x Reaction Buffer MgCl2 DNAse I Thermo Fisher Scientific 5 
RNase Inhibitor  Applied BIosystems 2,5 
DNase Thermo Fisher Scientific 10 
Voda brez nukleaz  QIAGEN do 50 
 
Reakcijske mešanice za vsak vzorec smo inkubirali 30 minut na 37 °C. Po 30ih 
minutah smo DNAzo inaktivirali z dodatkom 1 μL ratzopine EDTA (Thermo Fisher 
Scientific) in desetminutno inkubacijo na 65 °C. 
3.7.4 Izdelava cDNA knjižnice 
Reagenti, ki smo jih uporabili za reverzno transkripcijo, so navedeni v tabeli 19.  
Vzeli smo 25 μL vsakega vzorca, ki smo mu odstranili DNA, in dodali po 25 μL 
reakcijske mešanice iz tabele 19. Premešali smo s pipeto in vzorce dali v napravo 




Tabela 19: Reagenti za pripravo cDNA knjižnice.  
Reagent Volumen [μL] 
10x pufer RT 5,0 
25x mešanica dNTP-jev  (100mM) 2,0 
10x RT naključni začetni 
oligonukleotidi 
5,0 
reverzna transkriptaza MultiScribe 2,5 
inhibitor RNaze 2,5 
voda brez nukleaz 8,0 
 
Tabela 20: Temperaturni program za pripravo cDNA knjižnice. V prvi stopnji se prilegajo začetni 
oligonukleotidi, v drugi stopnji reverzna transkriptaza podaljšuje  nastajajočo verigo DNA na podlagi matrične 
mRNA, v tretji stopnji se reakcija ustavi.  
Stopnja Temperatura Čas 
1 25 °C 10 minut 
2 37 °C 120 minut 
3 85 °C 5 minut 
4 4 °C stop 
 
3.7.5 Reakcija PCR v realnem času (qPCR) 
Z reakcijo qPCR smo merili, ali je v vzorcih, na katerih smo izvedli aktivacijo, 
prisotne več cDNA za TLR10 kot na negativnih kontrolah. Reagenti za reakcijo 
so zapisana v tabeli 21. 
Tabela 21:  Reagenti za reakcijo qPCR. Uporabili smo komplet reagentov proizvajalca Applied Biosystems. 
TaqMan Assay 20x vsebuje sondo in začetne oligonukleotide za zaznavo ustreznega gena. TaqMan 
Universal Master Mix II pa je mešanica vseh preostalih komponent za reakcijo qPCR.  
Reagent Volumen [μL] 
TaqMan Universal Master Mix II 5 
TaqMan Assay 20x 0,5 
voda brez nukleaz 3,5 
cDNA  1 
 
Za endogeno kontrolo smo izbrali mešanico začetnih oligonukleotidov in 
fluorescenčnega barvila za pomnožitev gena GAPDH Hs02786624_g1 (Applied 
Biosystems TaqMan® Gene Expression Assays). Za TLR10 smo uporabili 
mešanico začetnih oligonukleotidov in fluorescenčnega barvila Hs00999403_m1 
(Applied Biosystems TaqMan® Gene Expression Assays). Pri pripravi reakcijske 
mešanice smo sledili navodilom proizvajalca. Nato smo vzorce dali v napravo za 
qPCR na program, ki ga prikazuje slika 8. Relativno spremembo v izražanju smo 











4 Rezultati in razprava 
4.1 In-vitro cepitev tarčne regije z RNP kompleksi 
Z metodo PCR smo pomnožili dele gena TLR10 v okolici tarčnega mesta izbranih 
sgRNA. Produktom PCR smo dodali RNP komplekse Cas9/sgRNA in na 
agaroznem gelu opazovali velikosti rezanih fragmentov. Glede na mesto 
delovanja endonukleaze Cas9 smo izračunali pričakovane velikosti DNA 
fragmentov po delovanju RNP kompleksa in nato te podatke primerjali z 
velikostmi lis na agaroznem gelu (slika 9).  
 
 
Dolžina PCR1 je 410 bp, kakršna bi morala biti velikost prvih dveh negativnih 
kontrol (progi 2 in 4). Po delovanju kompleksa Cas9:sgRNA1 bi pričakovali 
nastanek fragmentov v velikosti 289 in 121 bp, po delovanju kompleksa 
Cas9:sgRNA2 pa 356 in 54 bp velika fragmenta. Rezultata za negativni kontroli 
sta v skladu s pričakovanji. Na progi 1 so opazne štiri lise. Dve, sicer šibki lisi, sta 
v velikostnem razredu nad 100 bp in nad 300 bp, kar ustreza rezanima 
fragmentoma. Ena lisa je v velikosti okoli 400 bp, kar je verjetno nerazrezan 
produkt PCR1. Za liso, ki je daljša od produkta PCR (400 – 500 bp) 
predvidevamo, da je na manjšem deležu nerezane DNA ostal vezan RNP 
Slika 9: Agarozni gel fragmentov, ki so nastali z in-vitro cepitevijo produktov PCR z RNP kompleksom 
Cas9/sgRNA. Poleg rezanih produktov so pripadajoče negativne kontrole, pri katerih ni prišlo do rezanja 
produkta PCR. Označene so lise, ki predstavljajo razrezane fragmente. Na desni strani je standard velikost, 




kompleks, ki ga proteinaza ni uspela razgraditi. V tem primeru bi bilo smiselno 
podaljšati čas inkubacije ali povečati koncentracijo proteinaze K v reakciji. Za 
primer cepitve s sgRNA2 je jasno vidna proga daljšega fragmenta (356 bp), 
krajša (54 bp) pa ni tako jasno vidna, kar je pri kratkih fragmentih sicer 
pričakovano. Tudi tukaj je del produkta PCR ostal nerezan. Med rezanima 
fragmentoma je prisotnih nekaj šibkejših lis v velikosti med 100 in 200 bp, ki jih 
nismo pričakovali. Možna razlaga za to je, da je prišlo do hibridizacije rezanih 
fragmentov ali tvorbe sekundarnih struktur. 
Negativni kontroli na progah 6 in 8 sta v velikosti 350 bp, kar se sklada z velikostjo 
obeh produktov PCR (PCR3: 348 bp in PCR4 357 bp). Na progi 5 smo po 
delovanju Cas9 pričakovali fragmenta v velikosti 267 in 81 bp. Lisa se vidi na 
območju pod 300 bp, kar ustreza večjemu od fragmentov. Poleg tega je prisotna 
lisa velikosti okoli 100 bp, ki verjetno predstavlja manjšega od fragmentov. 
Podobno kot v primeru sgRNA2, je fragment manjši od 100 bp in ni opazen na 
gelu. Ker pa opazimo večjega od fragmentov, lahko sklepamo, da Cas9 v 
kombinaciji s sgRNA3 reže DNA. Tudi na progi 7 je prišlo do delovanja Cas9, 
prisotne so lise v velikosti med 100 in 200 bp. Predvidena fragmenta sta velikosti 
192 in 165 bp. Na progah 5 in 7 ni bilo ostankov nerezanih produktov PCR, kar 
kaže na visoko učinkovitost delovanja RNP kompleksa.  
Z in vitro cepitvijo tarčne regije produktov PCR smo pokazali, da lahko Cas9 v 
kompleksu z eno od izbranih sgRNA cepi DNA na želenem mestu. Na podlagi 
ostanka nerazrezanih produktov PCR v primeru sgRNA1 in sgRNA2 bi lahko 
sklepali, da sta sgRNA3 in sgRNA4 učinkovitejši. Intenziteta lis fragmentov PCR3 
in PCR4 je podobne intenzitete, zato iz tega ne moremo sklepati, katera od 
sgRNA je bolj učinkovita. Ker smo za sgRNA1 in sgRNA2 uporabili enak produkt 
PCR, lahko iz šibke intenzitete razrezanih fragmentov sklepamo, da je sgRNA1 
delovala slabše. Za sgRNA2 smo uporabili PCR1, kar ni idealno, saj je eden od 
fragmentov zelo kratek (54 bp), kar otežuje vizualizacijo na agaroznem gelu. 
Uporabljeni oligonukleotidi za PCR2 namreč niso delovali. 
4.2 Primerjava med analizama TIDE in ICE  
Za analizo s programoma TIDE in ICE smo izolirali DNA iz celic, ki smo jih 
transficirali z RNP kompleksi Cas9 in posamezna sgRNA, in kontrolne DNA, na 
katerih nismo uvedli dvojnega preloma. Nato smo z metodo PCR pomnožili 
območja genomske DNA v okolici tarčnega zaporedja sgRNA in produkte PCR 
sekvencirali po Sangerju. Kromatograme, ki smo jih dobili s sekvenciranjem, smo 
vizualizirali v programu Chromas. Pri zaporedju PCR1 se je pokazalo, da 
programa TIDE in ICE ne najdeta komplementarnega zaporedja za sgRNA1 v 
kontrolnem zaporedju. Po pregledu kontrolnega zaporedja za sgRNA1 smo 
ugotovili, da je v delu, ki bi moral biti komplementaren sgRNA1, prisoten 
polimorfizem posameznega nukleotida (SNP), zaradi česar se DNA zaporedje 
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HEK293 v enem nukleotidu razlikuje od referenčnega zaporedja in posledično od 
izbrane sgRNA1. Polimorfizem rs10034903 [63] v genomu uporabljenih HEK293 
celic je prisoten na tretjem nukleotidu komplementarnega zaporedja, in sicer je 
gvanin zamenjan za citozin. Komplementarno zaporedje je tako 
CACTAGCATGCAGAAGAGGG namesto CAGTAGCATGCAGAAGAGGG 
(mesto v genomu: 4:38784678). V populaciji je njegova pogostost (ang. 
frequency) sicer približno 25 % [63]. Za sgRNA1 smo kot komplemetarno 
zaporedje zato v programih navedli zaporedje CACTAGCATGCAGAAGAGGG. 
Programa namreč iščeta le popolno ujemanje, ne upoštevata, da se pri 
prepoznavi tarčnega zaporedja tolerira tudi do 5 neujemajočih nukleotidov [19]. 
Spodaj sta prikazana primera analize s programoma TIDE (slika 10) in ICE (slika 
11).  
 
Slika 10: Analiza TIDE na primeru sgRNA3. Program poda graf z oceno pogostosti posameznih mutacij, 
graf kontrole kakovosti poravnave med kontrolnim in vzorčnim zaporedjem, ter oceno, kako pogosto se 






Slika 11: Analiza ICE na primeru sgRNA3. Program izriše kromatogram sekvenc, prikaže zaporedja z 
možnimi mutacijami, graf z ocenami pogostosti posameznih mutacij ter graf kontrole kakovosti poravnave 
med kontrolnim in vzorčnim zaporedjem. 
V tabelah 22 in 23 so rezultati ocenjene učinkovitosti za posamezne sgRNA, kot 
sta jih ocenila programa TIDE in ICE.  
Tabela 22: Rezultati TIDE analize. R2 predstavlja, kako dobro teoretični model, ki ga predpostavi TIDE, 
ustreza eksperimentalno pridobljenemu zaporedju.. Celotna učinkovitost (»overall efficiency«) predstavlja 
odstotek DNA, na kateri so prisotne mutacije na mestu dvojnega preloma.  
sgRNA R2 Celotna učinkovitost 
1 0,77 11,0 % 
2 0,92 62,8 % 
3 0,93 89,2 % 




Tabela 23: Rezultati ICE analize. R2 predstavlja, kako dobro teoretični  model, ki ga predpostavi ICE, 
ustreza eksperimentalno pridobljenemu zaporedju. Odstotek insercij ali delecij predstavlja odstotek DNA, na 
kateri so prisotne mutacije na mestu dvojnega preloma.  
sgRNA R2 Odstotek insercij ali delecij 
1 1 0 % 
2 0,98 65 % 
3 0,98 92 % 
4 0,96 61 % 
 
Program TIDE je za sgRNA1 zaznal učinkovitost 11 %, kar je znatno nižje od 
ostalih treh sgRNA. Nižja učinkovitost sgRNA1 je zaradi polimorfizma 
pričakovana. Za prepoznavo tarčnega zaporedja za delovanje Cas9 je sicer 
ključnih 10-12 nukleotidov na 3' koncu sgRNA, polimorfizem pa je na tretjem 
nukleotidu 5' konca. Kot poročajo Kuscu in sod. je delovanje Cas9 na nepopolno 
ujemajočih mestih manj učinkovito kot na tarčnem mestu [18]. Naši rezultati to 
potrjujejo, sgRNA1 ni bila tako učinkovita kot ostale sgRNA, saj je zaradi 
neujemanja v enem nukleotidu afiniteta vezave na tarčno mesto nižja. Program 
ICE za razliko od TIDE sploh ni zaznal nobene mutacije, kar lahko kaže na 
manjšo občutljivost v primeru, ko je odstotek mutacij nizek. Determinacijski faktor 
za sgRNA1, ki ga poda TIDE je sicer nižji kot pri ostalih treh sgRNA. Rezultati 
analiz TIDE in ICE se ujemajo z rezultati in-vitro cepitve, saj sta bili lisi razrezanih 
produktov PCR1 zelo šibko opazni na agaroznem gelu, poleg tega pa je del 
produkta PCR ostal nerazrezan. TIDE in ICE analizi potrjujeta, da ni šlo za 
naključno slabše delovanje Cas9, temveč je le-to verjetno posledica polimorfizma 
rs10034903, zaradi katerega sgRNA1 slabše prepoznava tarčno zaporedje. Pri 
oblikovanju sgRNA bi bilo zato potrebno predhodno preveriti tudi možne 
polimorfizme, saj lahko to znatno vpliva na rezultate delovanja sistema 
CRISPR/Cas9. 
Pri sgRNA, ki so bile popolnoma komplementarne tarčnemu zaporedju (sgRNA2-
4), je bila ocenjena učinkovitost rezanja v vseh primerih nad 60 %. Oba programa 
sta pokazala, da Cas9 najbolje deluje v kombinaciji s sgRNA3 (učinkovitost nad 
90 %). Vrednosti R2 so pri analizi TIDE za sgRNA2-4 nekoliko nižje kot pri ICE 
(tabeli 22 in 23), a so v obeh primerih nad 0,9, kar nakazuje dobro prileganje 
eksperimentalnih podatkov z modeloma, ki ga sestavita algoritma. Ocenjen delež 
mutirane DNA se pri uporabi analiz ICE in TIDE zanemarljivo razlikuje med vzorci 
sgRNA2-4 (povprečno 3 %). Ocenjena učinkovitost s TIDE in ICE je zelo 
primerljiva, tako da se razlika ne zdi relevantna in jo je mogoče pripisati razlikam 
v algoritmih obeh programom. Na sliki 12 so grafi, ki prikazujejo, kolikšen 
odstotek zaporedij testnega vzorca vsebuje določeno vrsto mutacije glede na 





Slika 12: Rezultati TIDE in ICE. Primerjava med odstotkom zaporedij, pri katerih popravljalni mehanizmi 
povzročijo različno dolgo insercijo/ delecijo, kot jih podata programa TIDE (modro) in ICE (oranžno). 
Ocena deleža posameznih mutacij je med programoma primerljiva, oba sta 
zaznala, da je v primeru sgRNA3 v največjem odstotku DNA zaporedij prišlo do 
delecije osmih nukleotidov (TIDE: 36,1 % zaporedij; ICE: 49 % zaporedij), pri 
sgRNA2 pa do izbrisa sedmih nukleotidov (TIDE: 25,2 % zaporedij; ICE: 24 %) 
ter pri sgRNA4 do delecije enega nukleotida (TIDE: 19,7 % zaporedij; ICE: 23 
%). Iz grafov lahko razberemo, da je nemutiranih zaporedij v primeru sgRNA3 
manj kot 10 % (TIDE: 4,2 %; ICE 6 %), pri sgRNA2 (TIDE: 29,2 %, ICE: 33%) in 
sgRNA4 (TIDE 27,8 %; ICE 35 %) pa predstavljajo približno tretjino vseh DNA 
zaporedij testnega vzorca. Kot je vidno iz grafov, je v večini primerov prišlo do 
krajših delecij. Odstotek zaporedij z insercijami, večjimi od enega nukleotida, je 
minimalen in v primerjavi z delecijami zanemarljiv. Zhang in sod. so preučevali, 
do kakšnih mutacij privede uporaba sistem CRISPR/Cas9. Ugotovili so, da 
večinoma (87 %) pride do krajših (manj kot 10 bp) delecij ali insercij, kar potrjujejo 
tudi naši  rezultati. Opisujejo, da je večina mutacij (77 %) delecij, ki so lahko kratke 
(od 1 bp) ali tudi zelo dolge (400 bp) [64]. Programa TIDE in ICE iščeta mutacije 
do dolžine 10 bp, tako da dolgih mutacij, kot je izbrisanje 400 bp niti ne bi opazili, 
poleg tega so bili naši produkti PCR za iskanje dolgih mutacij prekratki. Tudi iz 
naše raziskave je razvidno, da so večino mutacij predstavljale krajše delelecije. 
Algoritem TIDE napove tudi, kateri nukleotid se najpogosteje vstavi v primeru 
insercije 1 bp. Rezultate prikazuje slika 13. V primer sgRNA2 se je v večini 
primerov takoj za mesto rezanja vstavil gvanin. Tudi v primeru sgRNA4 
prevladuje insercija gvanina, a ne tako občutno kot pri sgRNA2. Pri sgRNA3 pa 
se je v večini primerov sicer vstavil citozin, v nekoliko manj primerih pa gvanin. 
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Zhang in sod. [64] poročajo, da sta večina insercij takoj za mestom rezanja 
predstavljala adenozin ali timin, gvanin je predstavljal le 4,5 %, kar je povsem 
nasprotno kot v našem primeru [64].  
 
Slika 13: Insercije posameznega nukleotida na mesto +1 od mesta rezanja Cas9, kot jih napove 
algoritem TIDE. 
NHEJ je izjemno kompleksen sistem več proteinov, ki prepoznavajo poškodbo 
na DNA, varujejo in stabilizirajo razrezane konce pred nadaljnjimi poškodbami in 
seveda popravijo nastalo škodo. Pri čemer pa morajo tudi sprocesirati konce 
verig DNA tako, da jih lahko ligaza ponovno zlepi nazaj [65]. Prevladujoče 
delecije nam nakazujejo, da je za popravljalni mehanizem bolj ugodno, da se 
nekaj nukleotidov izbriše, kot da bi se novi nukleotidi vstavljali na razrezane 
konce. 
4.3 Test T7E1 
Vzorec genomske DNA za produkte PCR, ki smo jih uporabili za test T7E1 smo 
pridobili enako kot pri analizi s programoma TIDE in ICE. Po reakciji PCR smo 
izvedli denaturacijo in postopno renaturacijo produktov PCR, nato pa dodali 
encim T7E1, ki je rezal neujemajoče pare verig DNA produktov PCR. Fragmente 
smo pogledali na agaroznem gelu, ki sta prikazana na slikah 14 in 15. Zaradi 
polimorfizma sgRNA1 slabše prepoznava tarčno zaporedje, zato je manj 
verjetno, da bi nastalo dovolj heterodupleksov, ki bi jih resolvaza T7E1 lahko 
rezala. Za vzorec sgRNA1 so dolžine lis na gelu znatno daljše od pričakovanih. 
Možno je, da je na fragmentih DNA ostala vezana T7E1 in upočasnila potovanje 
DNA po gelu. Za vzorca sgRNA3 in sgRNA4 na sliki 14 so s puščicami označeni 
razrezani fragmenti, nad njimi pa je nerazrezan produkt. Lise razrezanih 
fragmentov so zelo razpotegnjene, predvidevamo, da je nastalo več različnih 
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heterodupleksov, ki jih je T7E1 nato razrezala na različno dolge produkte. Na sliki 
15 so rezultati za sgRNA2 in še enkrat za sgRNA4, le da z drugo kombinacijo 
začetnih oligonukleotidov. Lise za vzorec in kontrolo sgRNA2 so zelo šibko vidne, 
ker je bila koncentracija produkta PCR očitno prenizka. Vzorec sgRNA2 smo 
nanesi tudi na agarozni gel, prikazan na sliki 14, a lise niso opazne. Puščice na 
sliki 15 prikazujejo razrezane fragmente produkta PCR2 in PCR4. 
 
Slika 14: Rezultati testa T7E1. Pari začetnih oligonkleotidov, s katerimi smo pomnožili tarčne regije, so za 
sgRNA1 F1R1, za sgRNA2 F2R2, za sgRNA3 F1R3 (dolžina 626 bp), za sgRNA4 F3R4 (467 bp). Na levi 




Slika 15: Rezultati testa T7E1 sgRNA2 in sgRNA4. Pari začetnih oligonukleotidov, s katerimi smo 
pomnožili tarčni regiji, so za sgRNA2 F2R2, za sgRNA4 F4R4. 
Samo na podlagi rezultatov testa T7E1 bi težko sklepali, katera od sgRNA je 
najbolj učnkovita. Kvantitativne rezultate, ki bi bili bolj oprijemljivi, bi sicer lahko 
dobili z analizo rezultatov gelske elektroforeze v programih, ki na podlagi 
intenzitete lis izračunajo odstotek DNA, ki ga vsak fragment doprinese na celotni 
progi, a za to bi potrebovali bolj izrazite lise na gelu pri vzorcih za sgRNA2 in 
sgRNA4, kar bi morda lahko dosegli z uporabo poliakrilamidnega gela. Pri 
rezultatih testa T7E1 in analiz TIDE in ICE moramo upoštevati, da vse metode 
temeljijo na reakciji PCR, kar pomeni, da z njimi ne moremo zaznavati možnih 
insercij ali delecij, ki so večje kot sam produkt PCR. Ampak pri uporabi samo ene 
sgRNA to niti ni tako problematično, saj so insercije in delecije večinoma majhne. 
Večje insercije ali delecije se običajno pojavijo, če na  odseku kromosoma 
delujemo z dvema ali več sgRNA naenkrat [25, 34].  
4.4 Povečanje izražanje gena TLR10 
Z metodo CRISPRa smo uspeli povečati izražanje gena TLR10. V celice A549 
smo vnesli sgRNA in Cas9 s pripojenimi aktivatorji na dva različna načina. Izolirali 
smo RNA iz celic in izvedli reverzno transkripcijo, nato pa smo izražanje TLR10 
merili z reakcijo PCR v realnem času. Rezultate smo analizirali s programom 
QuantStudioTM Real-Time PCR Software. Grafi amplifikacijskih krivulj, ki 
prikazujejo, pri katerem ciklu reakcije qPCR smo zaznali zadostno izražanje 
gena, so prikazani na sliki 16. Za endogeno kontrolo smo uporabili gen GADPH, 
na izražanje katerega metode dela načeloma ne vplivajo, in ki se v vseh vzorcih 
izraža konstanto in v enakih količinah [66]. Cikel, pri katerem količina endogene 
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kontrole doseže pražno vrednost, je odvisen od začetne količine cDNA. Večja, 
kot je bila konentracija izolirane mRNA, večja je bila koncentracija cDNA in hitreje 
bo med pomnoževanjem le-te prišlo do sprostitve zadostne količine 
fluorescenčnega signala in s tem bo hitreje bo presežena pražna vrednost. 
 
Slika 16: Amplifikacijske krivulje rezultatov CRISPRa za gen TLR10, izmerjene s qPCR. Rumene 
krivulje so amplifikacijske krivulje za endogeno kontrolo GAPDH, oranžne pa za TLR10. 
Relativno izražanje gena TLR10 je prikazano na sliki 17. V primeru uporabe 
plazmida pAC154-VP160-2aPURO smo zaznali 4,9-kratno povečanje izražanja 
(ang. fold change; FC) TLR10 kot v kontrolnem vzorcu, v primeru transfekcije s 
plazmidom SP-dCas9-VPR pa smo opazili kar 1120-kratno povečanje izražanja. 
Z vektorjem SP-dCas9-VPR je bila aktivacija TLR10 veliko močnejša, kar se 
sklada z ugotovitvami drugih raziskav [67, 68]. Aktivatorski sistem na vektorju 
pAC154-VP160-2aPURO je modifikacija klasičnega sistem VP64. Sestoji iz fuzije 
desetih proteinov VP16 (klasični VP64 jih je imel 4), ki se pripnejo na C-konec 
dCas9 [67]. VP16 je močan transkripcijski faktor iz virusa Herpes Simplex, ki 
sodeluje pri aktivaciji zgodnjih genov virusnega cikla [69]. Plazmid SP-dCas9-
VPR vsebuje zapis za aktivatorski sistem, ki ravno tako temelji na VP64, le da 
ima poleg štirih proteinov VP16 zraven vezana še transkripcijska faktorja p65 in 
Rta, zaradi česar velja za močnejši aktivator od VP160 [68]. V celični liniji A549 
lahko torej z uporabo sistema CRISPRa, predvsem z uporabo aktivacijske fuzije 




Slika 17: Relativno izražanje gena TLR10 (Log2FC). Vrednost log2 relativnega izražanja pri 2,3 ustreza 
4,9-kratnemu povečanju izražanju v primerjavi z negativno kontrolo, pri 10 pa 1120-kratnemu povečanju 
izražanja.  
Za učinkovito povečanje izražanja genov s CRISPRa se priporoča, da se 
naenkrat uporabi več različnih sgRNA. Uporaba večih sgRNA ima lahko tudi 
negativne učinke, saj lahko pride do tekmovanja za dCas9, povezovanja dveh 
sgRNA med seboj, če sta si preveč podobni, in do večje verjetnosti izven-
tarčnega delovanja [12, 19]. V našem primeru se je izkazalo, da so bile 4 sgRNA 
učinkovite, saj je bilo povečanje izražanja v primeru uporabe SP-dCas9-VPR zelo 
visoko.  
Za celostno razumevanje delovanja TLR10 bi bilo potrebno razviti ustrezen 
model, na katerem bi ga lahko raziskovali. Mišji modeli ne pridejo v poštev, saj je 
TLR10 pri njih utišan zaradi retrovirusne inercije [52]. Možen raziskovalni model 
tako predstavljajo človeške celice v celični kulturi. Za raziskovanje TLR10 je 
precejšen izziv najti ustrezne celične linije, saj se naravno izraža le v nekaterih 
tkivih [59]. V celicah HEK293 se geni za TLR, še posebej TLR10, dokaj slabo 
izražajo [44]. Na HEK293 smo pokazali, da Cas9 uspešno uvede dvojni prelom, 
a indukcija TLR10 z dCas9 ni bila uspešna. Sklepamo, da lahko epigenetsko 
utišanje - zvitje kromatina ali drugi epigenetski dejavniki - ovirajo dostop dCas9 
do DNA. Na različno učinkovitost sgRNA, pa bi lahko vplivala tudi različna 
nukleotidna sestava kodirajočih zaporedij in promotorskih regij [17]. 
Indukcijo TLR10 so v celicah A549 že uspeli pokazati Lee et al., ki pa so 
povečanje izražanja sprožili z okužbo celic z virusom influence A [56]. CRISPRa 
predstavlja varnejšo in cenejšo različico za vzpostavitev povečanega izražanja, 
ki ne vpliva na aktivacijo imunskega odziva. Z vzpostavitvijo sistema, ki bi 
omogočal regulacijo izražanja TLR10, bi pridobili sistem, s katerim bi lahko 
opazovali posledice aktivacije in utišanje gena TLR10 ter njegov vpliv na biološke 
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poti v celicah, posebej v povezavi z imunskim odzivom. Van Le in Kim npr. 
opisujeta utišanje TLR10 v monocitih s kratko lasnično RNA, ki sta jo v celice 
vnesla z lentivirusnim delcem [53]. Za preučevanj infekcij dihal bi bila kot model 
zelo uporabna pljučna epitelna celična linija A549, zlasti v povezavi z 
modifikacijami, ki jih omogoča tehnologija CRISPR/(d)Cas9 (npr. popolno izbitje 
gena in modulacija izražanja). Na ta način bi lahko vzpostavili uporaben in vitro 






V diplomski nalogi smo preverili učinkovitost delovanja štirih sgRNA na gen 
TLR10 in uspešno povečali izražanje tega gena s sistemom CRISPRa. 
Učinkovitost sgRNA smo najprej ocenili z in-vitro validacijo, s čimer smo pokazali, 
da kompleksi RNP, ki vsebujejo izbrane sgRNA, uspešno uvedejo dvojne 
prelome na produktih PCR tarčnega zaporedja. Nato smo učinkovitost 
posameznih sgRNA preverili še v celičnem okolju, z analizama TIDE in ICE ter 
testom T7E1. Analizi TIDE in ICE sta razkrili, da ena od izbranih sgRNA za 
celično linijo HEK293 ni optimalna, saj smo na mestu tarčnega zaporedja v 
genomu celic odkrili polimorfizem posameznega nukleotida (SNP rs10034903), 
preostale 3 sgRNA pa so bile ocenjene za učinkovite, s čimer smo potrdili 
uporabnost algoritmov za oblikovanje sgRNA zaporedij (hipoteza 1). Različne 
metode validacije sgRNA so za posamezno sgRNA pokazale primerljive 
rezultate, kar potrjuje našo drugo hipotezo. Z izbranimi sgRNA smo uspeli 
povečati izražanje TLR10 v celicah A549 s kompleksom dCas9/sgRNA. Izražanje 
TLR10 smo povečali za 4,9-krat, ko smo uporabili aktivatorsko fuzijo VP160 
(plazmid pAC154-VP160-2aPURO), oziroma za 1120-krat, ko smo uporabili 
močnejši aktivatorski sistem VPR (plazmid SP-dCas9-VPR). S tem smo potrdili 
tretjo hipotezo in pokazali, da je CRISPRa učinkovita metoda za povečanje 
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